Ph染色体阳性和（或）BCR-ABL融合基因阳性急性淋巴细胞白血病（以下称Ph^+^ ALL）占儿童ALL的3%\~5%，是公认的一组预后极差的高危亚型。伊马替尼前时代，单纯化疗患者的5年无病生存（DFS）率仅为20%\~40%[@b1]--[@b2]，异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）常被推荐为首次缓解后的首选治疗手段，化疗联合移植患者的5年DFS率可达50%\~60%[@b3]--[@b4]；伊马替尼时代，化疗联合酪氨酸激酶抑制剂的5年无事件生存（EFS）率达到了70%\~80%[@b4]--[@b5]，为这类患儿的治疗带来了新的曙光。由于发病率低，目前针对这类患儿的临床研究较少。我们回顾性分析了自2006年12月至2016年12月在我院初诊并治疗的68例Ph^+^ ALL患儿的病例资料，包括临床特征、分子遗传学特点、治疗策略及预后相关因素，以期提高对本病的诊断和治疗水平。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：2006年12月至2016年12月在我院初诊并治疗的Ph^+^ ALL患儿68例。所有患者的诊断至少满足以下一项：①染色体核型分析或FISH检测到t（9;22）；②RT-PCR检测BCR-ABL融合基因阳性。除外混合表型急性白血病及慢性髓性白血病急淋变。

2．诊断及相关检测：采取MICM（形态学、免疫学、细胞遗传学、分子生物学）分型诊断。诊断标准参照《血液病诊断及疗效标准》（第2版）[@b6]。免疫分型检测采用流式细胞术四色免疫荧光标记法（FITC、PE、PerCP、APC）。细胞遗传学分析采用染色体G显带法或FISH法。分子生物学检测应用RT-PCR及多重巢式PCR方法对初治骨髓标本进行BCR-ABL融合基因不同转录本（P190、P210、P230）检测，内参基因为ABL。

3．治疗方案：采用改良的德国柏林-法兰克福-蒙斯特（BFM）方案[@b7]。巩固强化和再诱导治疗采用大剂量甲氨蝶呤（MTX）、长春新碱、地塞米松（或醋酸泼尼松）、柔红霉素（或去甲氧柔红霉素）、左旋门冬酰胺酶（或培门冬酶）、大剂量阿糖胞苷（Ara-C）等药物序贯、交替治疗，约每6个月应用1次CODPL（环磷酰胺、长春新碱/长春地辛、去甲氧柔红霉素、泼尼松/地塞米松、门冬酰胺酶）方案再诱导治疗，共2次。维持治疗采用巯嘌呤每日50 mg/m^2^，每晚睡前口服；MTX每次20 mg/m^2^，每周1次肌内注射。根据患儿的白细胞水平及耐受程度适当调整药物剂量。55例患儿在治疗期间加用伊马替尼（每日270\~340 mg/m^2^），其中41例患儿在诱导化疗期间开始加用。26例患儿在第1次完全缓解（CR~1~）后行allo-HSCT。所有患儿均采用MTX、Ara-C、地塞米松三联鞘内注射预防中枢神经系统白血病（CNSL）。对已确诊为CNSL的患儿，在规范化疗的同时，给予较密集的三联鞘内注射治疗。

4．疗效评估及随访：疗效判断参考《血液病诊断及疗效标准》（第2版）[@b6]。早期治疗反应参照诱导化疗第15天的骨髓幼稚细胞比例（\<0.05为反应良好，≥0.05为反应不良）[@b8]。流式细胞术检测的微小残留病（FCM-MRD）转阴定义为\<10^−4^。BCR-ABL融合基因转阴定义为RT-PCR检测阴性或定量检测下降3个对数级。随访时间截至2017年2月1日，中位随访时间16.8（0.3\~150.8）个月。5例（7.3%）患儿失访，其中3例患儿治疗早期失访，2例患儿分别于治疗1.5、2.0个月放弃治疗后失访。总生存（OS）时间定义为从确诊日到死亡或随访截止的时间。DFS时间定义为CR至白血病复发、死亡或随访截止的时间。

5．统计学处理：采用SPSS19.0软件进行统计学分析。临床特征分析及比较采用描述性分析、*χ*^2^检验或*t*检验等；生存分析采用Kaplan-Meier生存曲线，单因素分析采用Log-rank检验。将单因素分析中*P*\<0.05的因素纳入多因素分析，多因素分析采用Cox回归模型。*P*\<0.05为差异有统计学意义，*P*值均为双侧检验。

结果 {#s2}
====

一、患儿临床及生物学特征

68例患儿中男46例，女22例，男女比例2.1∶1；中位年龄8（1\~16）岁，\>10岁者31例（45.6%）；初诊时伴肝、脾或淋巴结肿大者66例（97.1%），其中，肝脏肋缘下≥3 cm者35例（51.5%），脾脏肋缘下≥3 cm者34例（50.0%）；初诊中位WBC 51.67（2.02\~481.20）×10^9^/L，≥50×10^9^/L者38例（55.9%）；初诊中位LDH水平711（133\~3 810）U/L，≥1 000 U/L者20例（35.0%）；免疫分型中普通型B-ALL患儿54例（90.0%），前B-ALL患儿6例（10.0%），伴髓系抗原表达27例（45.0%），伴CD34表达患儿55例（91.6%）；染色体核型分析显示正常核型8例（15.4%），单纯t（9;22）核型25例（48.1%），t（9;22）伴附加染色体异常者18例（34.6%），其他核型1例（1.9%）；BCR-ABL融合基因检测显示单纯P190阳性者51例（77.3%），单纯P210阳性者6例（9.1%），P190和P210双阳性者9例（13.6%）；初诊时伴有中枢神经系统浸润患儿4例（5.9%）。

二、近期疗效及其影响因素分析

66例患儿进行了早期治疗反应评估，其中29例（43.9%）早期治疗反应良好。初诊时高白细胞组与非高白细胞组的早期治疗反应良好率分别为36.1%和53.3%（*χ*^2^=1.333，*P*=0.215）；普通型B-ALL组与前B-ALL组的早期治疗反应良好率分别为48.1%和33.3%（*χ*^2^=0.064，*P*=0.675）；伴髓系抗原表达组与不伴髓系抗原表达组的早期治疗反应良好率分别为29.6%和61.3%（*χ*^2^=5.814，*P*=0.020）；伴附加染色体异常组与不伴附加染色体异常组的早期治疗反应良好率分别为46.7%和36.4%（*χ*^2^=0.458，*P*=0.499）。

3例患儿早期放弃治疗后失访，余65例患儿全部获得CR，其中56例（86.2%）1个疗程达CR。初诊高白细胞组与非高白细胞组的1个疗程CR率分别为83.8%和89.3%（*χ*^2^=0.266，*P*=0.606）；普通型B-ALL组与前B-ALL组的1个疗程CR率分别为86.3%和100.0%（*χ*^2^=0.097，*P*=1.000）；伴髓系抗原表达组与不伴髓系抗原表达组的1个疗程CR率分别为88.5%和87.1%（*χ*^2^=0.000，*P*=1.000）；伴附加染色体异常组与不伴附加染色体异常组的1个疗程CR率分别为81.3%和87.5%（*χ*^2^=0.021，*P*=0.672）；早期治疗反应良好组与不良组的1个疗程CR率分别为100.0%和74.2%（*χ*^2^=6.680，*P*=0.003）。41例患儿在诱导治疗期加用伊马替尼，其中39例进行了1个疗程CR率的评估，37例（94.9%）诱导化疗1个疗程后达CR；27例患儿在诱导治疗期单纯接受化疗，其中26例进行了1个疗程CR率的评估，19例（73.1%）诱导化疗1个疗程后达CR，两组间差异有统计学意义（*χ*^2^=5.185，*P*=0.024）。

三、远期生存情况及其影响因素分析

1．总体生存情况：68例患儿的中位OS时间为16.8个月，2年和5年的OS率分别为（61.4±7.0）%和（50.8±8.1）%；中位DFS时间为13.5个月，2年和5年DFS率分别为（54.6±6.8）%和（48.6±7.3）%（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。24例患儿死亡，其中17例死于复发，5例死于化疗相关并发症，2例死于移植后并发症；19例患儿复发，复发率为30.2%（19/63），中位复发时间为13.0（1.6\~99.0）个月，其中16例为单纯骨髓复发，3例为单纯中枢神经系统复发。

![68例Ph染色体阳性急性淋巴细胞白血病患儿的总生存（OS）及无病生存（DFS）曲线](cjh-39-03-219-g001){#figure1}

2．不同治疗方案对远期生存情况的影响：68例患儿中失访5例，余63例根据治疗方案分为四组：22例为化疗+伊马替尼+allo-HSCT组，29例为化疗+伊马替尼组，4例为化疗+allo-HSCT组，8例为单纯化疗组。四个治疗组患儿的基线特征大致相当。化疗+伊马替尼+allo-HSCT组的2年和5年OS率分别为（65.0±10.8）%和（51.7±12.1）%，2年和5年DFS率分别为（55.5±11.2）%和（48.6±11.8）%；化疗+伊马替尼组的2年和5年OS率分别为（78.1±8.9）%和（52.0±22.1）%，2年和5年DFS率分别为（79.6±8.2）%和（69.7±11.8）%；化疗+allo-HSCT组的2年和5年OS率均为（50.0±25.0）%，2年和5年DFS率均为（50.0±25.0）%；单纯化疗组的2年和5年OS率均为（25.0±15.3）%，2年和5年DFS率均为（25.0±15.3）%。四个治疗组的OS率（*χ*^2^=8.246, *P*=0.041）及DFS率（*χ*^2^=9.983, *P*=0.019）差异具有统计学意义（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。两两比较，化疗+伊马替尼+allo-HSCT组、化疗+伊马替尼组与单纯化疗组相比，OS率和DFS率差异均具有统计学意义（*P*值均\<0.05）；前两者相比差异无统计学意义（*P*值均\>0.05）。

![不同治疗方案组Ph染色体阳性急性淋巴细胞白血病患儿总生存（A）及无病生存（B）曲线](cjh-39-03-219-g002){#figure2}

3．其他因素对远期生存情况的影响：单因素分析显示Ph^+^ ALL患儿的2年OS率与初诊WBC、LDH水平、肝脏大小、脾脏大小、是否伴髓系抗原表达、早期治疗反应、1个疗程后FCM-MRD水平（或BCR-ABL）、是否应用伊马替尼等因素有关（*P*值均\<0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。2年DFS率与LDH水平、脾脏大小、肝脏大小、是否伴髓系抗原表达、早期治疗反应、1个疗程后FCM-MRD水平（或BCR-ABL）、是否应用伊马替尼等因素有关（*P*\<0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 影响Ph染色体阳性急性淋巴细胞白血病患儿远期疗效的单因素分析

  预后因素                  例数   2年OS率(%)   *χ*^2^值   *P*值   2年DFS(%)   *χ*^2^值   *P*值
  ------------------------- ------ ------------ ---------- ------- ----------- ---------- ---------
  性别                                          0.132      0.716               0.023      0.879
   男                       46     58.9±8.7                        52.3±8.5               
   女                       22     66.8±11.2                       59.5±11.2              
  年龄                                          1.760      0.185               0.827      0.363
   ≥10岁                    32     51.2±10.5                       48.8±10.0              
   \<10岁                   36     70.9±8.8                        60.2±9.1               
  WBC                                           4.890      0.027               2.389      0.122
   ≥50×10^9^/L              38     49.3±9.2                        42.6±8.9               
   \<50×10^9^/L             30     81.5±8.5                        73.6±8.7               
  LDH                                           4.672      0.031               6.120      0.013
   ≥710 U/L                 19     49.5±12.9                       43.1±12.8              
   \<710 U/L                19     81.1±9.9                        80.7±10.1              
  脾脏大小^a^                                   9.519      0.002               10.884     0.001
   ≥3 cm                    34     42.3±9.8                        40.3±9.5               
   \<3 cm                   29     84.0±7.4                        78.9±8.6               
  肝脏大小^a^                                   6.136      0.013               5.093      0.024
   ≥3 cm                    35     47.8±9.2                        44.0±9.4               
   \<3 cm                   28     82.1±8.3                        71.3±10.3              
  髓系抗原表达                                  6.488      0.011               8.491      0.004
   伴                       27     47.4±10.7                       36.5±9.8               
   不伴                     33     75.8±9.8                        72.3±9.3               
  染色体核型                                    0.002      0.969               0.371      0.542
   伴附加染色体异常         16     61.9±13.4                       54.2±14.1              
   不伴附加染色体异常       33     56.8±10.2                       50.4±9.7               
  BCR-ABL                                       1.563      0.211               0.189      0.664
   P190                     51     56.2±8.2                        52.0±8.0               
   P210                     15     79.1±13.8                       61.9±13.9              
  早期治疗反应                                  7.303      0.007               9.507      0.002
   良好                     29     85.7±7.7                        84.2±7.5               
   不良                     37     45.2±9.1                        36.1±8.3               
  1个疗程达形态学完全缓解                       0.436      0.509                          0.783
   是                       56     61.2±7.6                        56.4±7.6               
   否                       9      61.0±18.1                       61.0±18.1              
  1个疗程FCM-MRD                                5.229      0.022               5.203      0.023
   阴性                     32     73.0±8.9                        72.5±8.6               
   阳性                     30     49.7±10.2                       42.2±10.2              
  1个疗程BCR-ABL                                12.242     0.000               14.582     \<0.001
   阴性                     25     89.4±7.1                        89.4±7.1               
   阳性                     40     44.7±9.2                        38.3±8.9               
  伊马替尼治疗                                  4.414      0.036               4.451      0.035
   是                       55     70.0±7.5                        61.5±7.7               
   否                       13     33.3±13.6                       30.8±12.8              
  allo-HSCT                                     0.510      0.475               0.507      0.477
   是                       26     71.6±9.1                        54.6±10.2              
   否                       37     62.9±9.1                        57.6±10.0              

注：OS：总生存；DFS：无病生存；FCM-MRD：流式细胞术检测的微小残留病；^a^脾脏/肝脏大小指脾脏/肝脏下缘与肋缘的距离

4．影响远期生存的多因素分析：脾脏肋缘下≥3 cm\[*RR*=45.7（95%*CI* 1.4\~1 528.2），*P*=0.033\]是影响患儿OS的独立危险因素。同样，脾脏肋缘下≥3 cm\[*RR*=52.3（95%*CI* 1.6\~1 725.9），*P*=0.026\]也是影响患儿DFS的独立危险因素。

讨论 {#s3}
====

Ph^+^ ALL是儿童ALL中的一种特殊类型，具有独特的临床和生物学特征。本组患儿男性居多，发病年龄较大，多伴有肝、脾、淋巴结肿大，初诊WBC及LDH水平较高，免疫分型以普通型B-ALL为主，常伴CD34及髓系抗原表达，伴附加染色体核型异常比例较高，融合蛋白以P190为主。这与既往文献报道[@b1],[@b3],[@b8]一致。

既往研究表明初诊时的年龄、WBC、LDH水平、髓外浸润程度等临床特征对儿童ALL具有重要预后价值。国外多家协作组[@b1],[@b3],[@b9]--[@b10]研究显示，这些危险因素同样适用于Ph^+^ ALL患儿的预后提示。在本研究中，初诊时WBC≥50×10^9^/L、LDH≥710 U/L、脾脏肋缘下≥3 cm、肝脏肋缘下≥3 cm均提示预后不良，其中，脾脏肋缘下≥3 cm是影响预后的独立危险因素，与其他各中心研究结果基本相符。Sobol-Milejska等[@b11]报道，伴髓系抗原表达的ALL患儿化疗第15天疗效较差，CD13在儿童ALL中的表达与诱导化疗第33天骨髓象是否缓解呈负相关。本研究结果显示，伴髓系抗原表达的Ph^+^ ALL患儿早期治疗反应不良（*P*\<0.05），但多因素分析显示其并不是影响远期预后的独立危险因素。

Ph^+^ ALL患儿的近期疗效及其远期生存情况一直是学者们关注的热点。在FRALLE 93临床试验中，Gandemer等[@b10]研究了Ph^+^ ALL患儿化疗第21天的骨髓状况，结果显示M1状态（原幼淋巴细胞≤0.05）及M2+M3（原幼淋巴细胞\>0.05）状态患儿的5年OS率分别为（62±11）%和（27±11）%，差异具有统计学意义（*P*=0.06）。此后，SHOP协作组[@b12]根据化疗第15天骨髓缓解情况对伊马替尼前时代的27例Ph^+^ ALL患儿进行分组比较，发现第15天原幼淋巴细胞\<0.05组患儿的5年EFS率更高（*P*=0.09）。Schultz等[@b13]对COG AALL0031临床试验的结果进行报道，显示诱导化疗结束时MRD≤10^−4^患儿的3年EFS率达100%，明显高于MRD\>10^−4^组的（38.6±15.1）%（*P*=0.02）。国内周励等[@b14]的研究也证实了FCM-MRD及BCR-ABL融合基因转阴对Ph^+^ ALL患者远期预后的重要意义。本组数据显示早期治疗反应差的患儿的1个疗程CR率低，远期预后不良，而诱导化疗结束时的FCM-MRD和BCR-ABL融合基因水平作为更为敏感的检测指标，也是提示远期预后的重要因素。

伊马替尼作为一种酪氨酸激酶抑制剂，通过与BCR-ABL融合基因上的ATP结合域相结合来阻断酪氨酸激酶的磷酸化，最终实现抑制肿瘤细胞增殖的作用。伊马替尼时代的到来，为Ph^+^ ALL患儿的治疗带来了新的转机。Schultz等[@b4]更新了伊马替尼时代COG协作组的长期随访数据，化疗联合伊马替尼组患儿的5年EFS率为（70±12）%，同胞相合移植组5年EFS率为（65±11）%，无关供者移植组5年EFS率为（59±15）%，三组间差异无统计学意义（*P*=0.60）。同期，欧洲协作组开展的EsPhALL试验[@b9]也证实了伊马替尼对儿童Ph^+^ ALL的良好疗效。在本研究中，诱导化疗期加用伊马替尼可明显提高1个疗程CR率。此外，不同治疗方案比较显示，化疗联合伊马替尼组长期生存状态最佳，单纯化疗组预后最差。但值得一提的是，移植组患儿发病初期整体年龄偏大、WBC偏高，而且包含较高比例的FCM-MRD持续阳性或反复转阳患儿，考虑可能影响移植组的整体生存情况。另外，部分治疗组病例数较少，存在统计偏差。但伊马替尼的疗效仍明显可见。

总之，儿童Ph^+^ ALL具有众多影响预后的危险因素，接受单纯化疗的患儿长期生存率低，早期加用伊马替尼能够使患儿尽早获得CR，长期生存率显著提高。
